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Acetyl CoA: Acetyl coenzyme A 
ACSF: Artificial cerebrospinal fluid 
AF64A: Ethylcholine mustard aziridinium ion 
AMPA: (士)-α-amino-3-hydroxy-5-methylisoxazole-4-propionicacid 
cAMP: Cyclic adenosine monophosphate 
ChA T: Choline acety ltransferase 
CNQX: 6-cyano-7 -nitroquinoxaline-2， 3-dione 
DAB: 3， 3'-Diaminobenzidine tetrahydrochloride 
D(L)-APV: D(L)-2-amino-5-phosphonovalerate 
EDTA: Ethylene diamine tetraacetic acid 
EGTA: Ethylene glycol bis(s-aminoethylether)-N，N，N'，N'-tetraacetic acid 
EPSC: Excitatory postsynaptic cu汀ent
apsp: field excitatory postsynaptic potentiaI 
GABA: y-aminobutyric acid 
HEPES: 2-[4.・(Hydroxyethyl)-l-piperazinyl]ethanesulfonicacid 
HPLC: High performance liquid chromatography 
i.p.: intraperit:oneal injection 
NMDA: N-methyl-D-aspartate 
PBS: Phosphate buffered saline 
PKA: Protein kinase A 




























片はl立ち に、 330Cで1時間、 950/002 + 5% C02混合ガスで飽和した、以下の組成からな
るACSFltにて、インキューベンションを行った。 ACSF(単位 mM) : NaCl 124， KCI 






















使用した薬物を以下に示す。カルパコール (CCh) およびピレンゼビン (Sigma，St. 
Louis， USA) 0 D-APV (Tocris， Essex， UK) 。アトロビン (NakalaiTesque， Kyoto， 








潜時が7-8msを示した。テタヌス刺激前のfEPSPの、F均振幅は、 0.75:t0.02m V (n= 
85) であった(図ト2) 。苔状線維のテタヌス刺激によりfEPSPの増大が1時間以上にわ
たり観察された。テタヌス刺激62分後におけるfEPSPの「増大率」は、 57.3士2.6% (n= 
13) であった(図1-3)。







62 min after tetanus 
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Time after tetanus (min) 
図 1-3 苔状線維-CA3野のLTPに対する低濃度CChの効果の経時変化
横軸はテタヌス刺激後の時間。縦軸は伍PSP振幅の「増大率」を示す。






rl;J ;'J.~ J交のCCh(1および10μM) を海馬切片に潅流適用したとき、テタヌス刺激前の
fEPSPの振幅は、波形および潜時が変化することなく用量依存的に減少した(凶ト
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Time after tetanus (min) 
図 1-4 苔状線維-CA3野のLTPに対する高濃度CChの効果の経時変化
縦軸はfEPSP振幅の「増大率」を示す0 ・、 薬物未処置 (n= 13)。口、 10μM



























・30 -20 ・10 0 10 20 30 40 50 60 70 
Time after tetanus (min) 
図 1-5 CA3野LTPに対するCCh(1μM)の持続適用の効果
・、 薬物未処置 (n=4)。ム、テタヌス刺激を伴わない1μMのCCh処置 (n二
3)。口、 テタヌス刺激を伴う 1μMのCCh処置 (n=4)0 CChはテタヌス刺激
15分前から62分後 (Barで、示す時間)まで切片に潅流適用した。縦軸はテタヌ




















さ ら に、 N~v1DA受容体括抗薬であるD-APVの高濃度CChのLTP増大作用に対す る 影響
について調べた。切片に25μMのD-APVを10μMのCChと同時適用 した ところ、テ タヌ
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タヌス刺激62分後のfEPSPは、 52.6i2.9% (n=4) の増大率を示し、この値は0.1μMの
CChを単独適用した切片に比べて有意に高かった(図1-7A)。また、 0.1μMのアトロ
ピンは10μMのCChによるテタヌス刺激前のfEPSP抑制およびLTP増大の、いずれの作
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Time after tetanus (min) 
図 1-6 CA3野LTPに対するCCh(10μM) 、低濃度Ca2+溶液、および刺激強度減弱の
効果
・、 10μMのCCh処置 (n=7)。口、テスト刺激とテタヌス刺激の強度の滅弱
処置 (5.1士0.3Vから4.0iO.1Vへ減弱、 n=4)。ム、 Ca2+濃度を3mMから1.5
mMに低下したACSFの処置 (n=4)。いずれの処置も、テタヌス刺激15分前
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Time after tetanus (min) 
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・30 ・20 ・10 0 1 0 20 30 40 50 60 70 
Time after tetanus (min) 
図 1-7 CA3野LTPに対するカルバコールの二相性の効果に及ぼすアトロビンの影響
A:低濃度のCCh(0.1μM)によるLTP減弱作用に対するアトロピンの効果0
・、 CCh処置 (n=6)0 0、CChとアトロピンの同時処置 (n=4)。
B:高濃度のCCh(10μM)によるLTP増大作用に対するアトロピンの効果。




A: CCh (0.1μM)によるLTP滅弱作用に対するピレンゼ、ビンおよびAF-DX116 
の効果。・、 CCh処置 (n=6)。口、 CChとピレンゼピンの同時処置 (n=
5)。ム、 CChとAF-DX116の同時処置 (n=5)0 B: CCh (10μM)によるLTP
増大作用に対するピレンゼピンおよびAF-DX116の効果。・、 CCh処置 (n=
6)。口、 CChとピレンゼピンの同時処置 (n=5)。ム、 CChとAF-DX116の同
時処置 (nニ5)。図中の波線は薬物未処置群 (n=13)を示す。ピレンゼピン







































































































の基質溶液 (50mM PBS、300mM塩化ナトリウム， 8mM臭化コリン、 20mM EDTA、





















mustard hydrochloride: Research Biochemicals， Wayland， USA) 0 ABC-POキット(Vector 
Labolatories， Burlingame， USA) 。抗ChATポリクロナール抗体 (Chemicon，Temecula， 
USA) 0 [3H]Acetyl CoA (New England Nuclear， Boston， USA) 。フイゾスチグミン





を行った。対照切片におけるChAT活性は、 73.1:t2.9nmol/h/mg protein (n=9) であっ







激強度について、対照切片 (3.9:t0.2V， n=14) とAF64A切片 (3.5:t0.3V， n= 15) の間で
有意な差は認められなかった。また、そのときの振幅についても、対照切片 (0.77:t







0/0， n=9) 。しかし、 AF64A切片の薬物未処置群では、 10例中4例においてのみLTPが発
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図 2-2 苔状線維-CA3野のしTPに対するAF64Aの効果
























におけるfEPSPのfI:な影響をらえなかった。 CChの適用開始12分後(テタヌス3分前)3) olf.LMのピレンゼビンは、対照およびAF64A両切片におけるテタヌ ス前のfEPSPに
および10nMで、は2.3:t2.70/0 (n=4) 1nMで、は3.3:t2.6% 振|隔は適用開始3分前に比べて、(テタヌス62は影響をうえず、対照切片におけるLTPに対して有意な減弱効果を示した
100 nMから 10μMのCCh適用によりテタヌス前のfEPSP方、だけ減少した。(n=5) AF64A切片でのLTPには有意な影響をしかし、分後のヤ均増大率:25.8:t6.3 0/0、n=7) 。
におけるfEPSPの振幅は適用開の振|隔は減少した。適用開始12分後(テタヌス3分前)1μMのAF-。同様に、(テタヌス62分後の平均増大率:16.4:t5.4 %、 n=4)与えなかった
および(n=5) lμMでは22.5:t1.3 0/0 (n=5) 100 nMで、は6.3:t0.20/0 始3分前に比べて、DX 116は両切片におけるテタヌス前のfEPSPには有意な影響を与えなかったが、対照切
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CCh (M) pz AF No drug 
AF64Aおよび対照切片におけるCA3野のLTPに対するCChの効果






























































































































































μmの海馬切片を作製した。切片は950/002 + 5% C02混合ガスで飽和し、 30-330Cに保
温した以下の組成からなるACSF中で1時間以上インキユベートした(単位 mM): NaCl 




KCl 140， MgCh 1， EGTA 5，およびHEPES5。プラーを用いてボロシリケイトガラスから
先端口径が1.0-1.5μmのパッチピペットを作製し、マニキユアを先端部以外の管墜に
塗布したものを用いた。ピペットに充填するピペット内液の組成は以下の通りである
(単位 mM) :パッチセンサー用内液;CsCl 130， MgCh 2， EGTA 5， HEPES 100インサイ















電流応答は 10kHzのフィルター処理を行い、 DATテープ (DTC-1000ES: SONY 
Tokyo， Japan) に記録した。記録後、 DATテープの記録内容について、パーソナルコン
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(50 ms) で、グルタミン酸 (30、300、および、 3000μM) のパフ適用を行っ
た。
Cおよび、D:グルタミン酸受容体作用薬濃度と電流応答の関係。 o、CA1パッチ




























Patch sensor I Inside-out patch 








ms) 0 D: GTPySにより誘発されるパッチ電流の典型例。切片表面から500μm
の距離に、センサーおよびインサイドアウトパッチピペットを固定した。高






































































DL-APV (30μM) を添加した。 D:CAlパッチセンサーの電流電圧相関 (n=





















( 1 ) ) '¥ッチ電流とホールセル電流の同時記録
112守と同じ方法で、海馬切片およびパッチセンサーを作製した。ホールセルクラン
プ用μペットには、以下に示す組成の内液を充填した:K+ -gluconate 128， KCl 7， MgCh 1， 


















































































-20 ・10 0 1 0 20 30 40 50 60 70 
Time after tetanus (min) 
図 3-6 苔状線維ーCA3野しTP発現時における電気刺激誘発性パッチ電流の増大
A: EPSCo B:電気刺激誘発性パッチ電流。 C:AMPA誘発性ホールセル電流。
D:AMPA誘発性パッチ電流。波形はテタヌス刺激l分前(左)および60分後の
電流応答(右)を示す各波形のスケールバーは以下の通り o A: 200 pAおよび
10 mso B: 10 pAおよび20mso C: 200 pAおよび100mso D: 10 pAおよび100
mso E: LTPの経時変化 (n=10) 0 ・、 EPSC。ム、電気刺激誘発性パッチ電
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